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Verfahren zur Bestinmung von Nukleinsaureanalyten 

Die vorliegende Erfindung betrifft allgemein ein Verfahren 
sowie eine Vorrichtung zur Bestiininung von • Nukleinsaure- 
analyten. Insbesondere betrifft die Erfindung den Nachweis- des 
Vorhandenseins eines solchen Analyten ohne die herkommliche 
Nutzung von optisch nachweisbaren Markersubstanzen. 

Zur qualitativen und/oder quantitativen Bestiinmung von 
bestimmten Nukleinsaureanalyten wie z.B. DNA ist die 
Verwendung von iiti wesentlichen planaren Systemen bekannt, 
welche in der Fachwelt als Biosensoren bzw. Biochips 
bezeichnet werden. Diese Biochips bilden einen TrSger, auf 
dessen Oberflache i.d.R. eine Vielzahl von zumeist rasterartig 
angeordneten Detektionsbereichen ausgebildet ist, wobei sich 
die einzelnen Bereiche bzw. Bereichsgruppen jeweils durch ihre 
Spezifitat gegenUber einem bestimmten nachzuweisenden Analyten 
voneinander unterscheiden . Im Falle der Bestimmung von DNA- 
Analyten bef inden sich innerhalb der einzelnen . Bereiche der 
Trageroberf lache - direkt oder indirekt immobilisiert 
spezifische Nukleins^uresonden wie z.B. Oligonukleotide oder 
cDNA in zumeist einzelstrangiger Form, deren jeweilige 
Spezifitat gegentiber der zu bestimmenden NukleinsSure im 
wesentlichen durch . die Sequenzabf olge (Sondendesign) 
vorgegeben ist. Die auf diese Weise f unktionalisierte Chip- 
oberflache wird im Rahmen eines entsprechenden Nachweis- 
verfahrens mit den zu bestimmenden DNA-Analyten unter 
Bedingungen in Kontakt gebracht, welche im Falle des 
Vorhandenseins . der zuvor nachweisbar markierten Zielnuklein- 
saure(n) deren Hybridisierung mit den iraiuobilisierten 
Sondenmolekiilen gewahrleisten . Die qualtitative und ggf . 
quantitative Detektion eines bzw. mehrer spezifisch gebildeter 
Hybridisierungskomplexe erfolgt anschliefiend zxaitieist durch 
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' ^ optophysikalische Lumineszenzmessung und Zuordnung der 
erhaltenen Daten zu den jeweiligen Detektionsbereichen, 
wodurch die Bestimmung z.B. der Anwesenheit oder der Sequenz 
des bzw. der Nukleinsaureanalyten und ggf. deren 

5 Quantifizierung ermoglicht wird. 

Neben diesen lumineszenzgestutzten Verfahren warden in den 
letzten Jahren Anstrengungen unternommen, um DNA-Analytik ohne 
das Erfordernis der Verwendung von Lumineszenzmarkern und ohne 
10 die dafiir erf orderlichen Detektions- und Abbildungsmittel 
duxchzuf uhren . 

So wurde beispielsweise versucht, zwischen den mOglichen 
Zustandsformen eines Einzelstranges und eines Doppelstranges 

15 mit Hilfe von- Feldef f ektransistoren (E. Souteyrand et al . , 
Direct detection of the hybridisation of synthetic homo-, 
oligomer DNA sequences by field effect, J. Phys . Chem. B., 
1001, 2980, 1997) oder mit Impedanzstrukturen zu unterscheiden 
(s- z.B. P. Van Gerwen et al . , Nanoscaled interdigital 

20 electrode arrays for biochemical sensors. Sensors and 
Actuators, B 49, 73-80, 1998) . 

Ein weiterer Ansatz des Standes der Technik betrifft die 
Nutzbarmachung der enzymatischen Aktivitat der extrazellularen 

25 Endonuklease von Serr^itia marcescensr wobei der 
enzymvermittelte Abbau von DNA zu einer Veranderung des pH- 
Wertes fuhrt, welche dann mit einem pH-Sensor gemessen werden 
kann (S. Reher, DNA-, RNA-Analytik mit voltametrischen, 
potentiometrischen und optischen Methoden unter Einsatz der 

30 extrazellularen Endonuklease Serratia marcescens, ISBN 3- 
89825-030-X, 1999) . 
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Des weiteren existieren Verof fentlichungen, in denen die 
Durchftihrung der DNA-Analytik unter Verwendung bestimmter 
Markersubstanzen beschrieben wird, wobei die Detektion aber 
nicht liber optische Methoden erfolgt. Der eine Ansatz betrifft 
5 die Markierung . hybridisierter DNA mittels eines elektronischen 
Labels und dessen Haftung an eine Edelmetallelektrode, wobei 
-dieses Bindungsexeignis mit einer .Elektrode ausgelesen wird. 
(vTww.microsensor . com/TechnologySystem.html, Clinical micro 
sensors ,2000). Die andere Arbeit beschreibt die Kopplung 
10 eines kleinen paramagnetischen Korpers- an ein DNA-Molekul, 
wobei das Auslesen tiber die Veranderung des Magnetfeldes 
erfolgt (D.R. Baselt et al . , A biosensor based on 
magnetoresistance technology. Biosensors & Bioelectronics 
1998, 13(7-8) :731-9, 1998) . 

15 

Obwohl die yorgenannten Arbeiten Alternativen zur 
lumineszenzgestiitzten NukleinsSureanalytik auf zeigen, leiden 
sie aufgrund der haufig tiber mehrere Stunden andauernden 
Hybridisierungsreaktion in Verbindung itiit den zur Detektion 

20 eingesetzten Sensoren an einer Messabweichung, die in der 
Fachwelt als Drift bezeichnet wird. Diese Drift fiihrt zu einem 
zeitlich ver^nderten Signal, welches haufig nicht vom 
eigentlichen Signal unterschieden Oder ausreichend abgegrenzt 
werden kann, da sich letzteres in der selben 

25 i-'requenzgroBenordnung wie die Drift befindet. Dariiber hinaus 
ist es generell einfacher ein Signal auszulesen, das innerhalb 
einer moglichst kurzen Zeitdauer seine Signalhohe erreicht. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist daher die 
30 Bereitstellung eines verbesserten Verfahrens, bei dem die mit 
der Drif t-Problematik verbundenen Nachteile uberwunden werden, 
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Die Aufgabe wird erf indungsgemafi durch das Verf ahren gem^Ii 
Hauptanspruch gelOst. 

Nach einer Ausfiihrungsf orm betrifft die vorliegende Erfindung 
5 ein Verf ahren zur Bestimniung . eines Nukleinsaureanalyten durch 
Hybridisierung des Analyten an eine geeignete, auf einer 
festen Phase immobilisierte Nukleinsauresonde, bei dem man 

(a) den Nukleinsaureanalyten zur Ausbildung eines Hybridi- 
sierungskomplexes unter geeigneten Hybridisierungs- 

10 bedingungen mit der Nukleinsauresonde inkubiert, und 

(b) den Analyten bestimint auf der Basis physikalischer 
Messdaten, die spezifisch mit einer enzymbedingten 
Massenzu- oder abnahme des Hybridisierungskomplexes im 
Zusammenhang stehen, 

15 wobei die Messung der Daten durch mindestens einen Sensor 
erfolgt, welcher integraler Bestandteil der festen Phase ist.' 

Durch diesen indirekten Losungsansatz gelingt es 
erfindungsgemaU , die Detektion unter weitgehender Vermeidung 
20 der Drif t-Problematik in ein anderes Zeitfenster und damit in 
eine andere Frequenz zu uberfuhren, welches vorzugsweise nur 
wenige Sekunden oder Minuten umfasst (s. Fig. 1) . 

Bevorzugte AusfUhrungsf ormen dieses Verfahrens sind in den 
25 Unteranspriichen dargestellt. 

Der vorliegend verwendete Begriff „Bestimmung'' bezieht sich 
auf jedwede Analysierung einer Nukleinsaure und umfasst 
insbesondere den Nachweis des Vorhandenseins eines 
30 Nukleinsaureanalyten in einer zu untersuchenden Probe, Umfasst 
sind ferner Anwendungsf prmen wie die Ermittlung einer 
Nukleinsaure sequenz und die Erfassung von Mutationen wie 
insbesondere SNP's. Das vorliegende Verf ahren gewahrleistet 
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somit eine sehr groiie Bandbreite an Einsatzmbglichkeiten, da 
es auf alle derzeit und zukunftig verfugbaren Bestiininungs- 
bzv7. Nachweistechniken anwendbar ist, die auf der Ausbildung 
eines Hybridisierungskoinplexes beruhen. 

5 

Nach einer bevorzugten Ausfiihrungsf ormen wird das die 
Massenzu- oder abnahme des Hybridisierungskoinplexes bewirkende 
Enzym aus der Gruppe ausgewahlt bestehend aus Polymerasen, 
Ligasen, Ribozymen, quasi-katalytischen Nukleinsauren, 
10 DNasen/RNAsen (Exo- bzw, Endonukleasen einschlieBlich 
Restriktionsendonukleasen) , • und RNase H, wobei eine 
Polymerase, insbesondere eine Polymerase mit einer 5^- 
und/oder 3 ^-Exohukleaseaktivitat , besonders bevorzugt ist. 

15 Neben den DNA-abhangigen DNA-Polymerasen kann eine 
Massenzunahme in Abhangigkeit der- gegebenen Beschaf f enheit der 
Nukleinsaure (RNA oder DNA) erf indungsgemali auch durch 
Verwendung von RNA-abhangigen DNA-Polymerasen (reverse 
Transkriptase) bzw. RNA-abhangigen RNA-Polymerasen 

20 (Replikasen) erfolgen. Eine Massenzunahme kann ferner durch 
den Einsatz von entspre'chenden polymeraseaktiven Ribozymen 
bzw. quasi-katalytischen RNAs bewirkt werden. Fiir alle 
Polymerasen (einschliefilich Ribozyme bzw. quasi-katalytische 
RNA^s) gilt erf indungsgemali, dass sowohl thermostabile wie 

25 auch thermolabile Enzyme eingesetzt werden kdnnen, 

Eine enzymatisch bewirkte Massenzunahme kann auch mittels 
Ligasen erfolgen. In diesem Zusammenhang wird auch auf die 
erfindungsgemafi geeignete Verwendung von ligaseaktiven 
30 Ribozymen bzw. quasi-katalytischen RNA's hingewiesen. Fiir alle 
Ligasen (einschlieBlich Ribozyme bzw. quasi-katalytische 
RNA's) gilt, dass erf indungsgemaii sowohl thermostabile wie 
auch thermolabile Enzyme eingesetzt werden konnen. 
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Im Gegensatz zum Massezuwachs kann auch eine Masseabnahme 
detektiert werden. Eine Masseabnahme durch Spaltung der 
gebundenen Nukleinsauren kann durch Nukleasen (RNasen, DNasen) 
erfolgen. Sowohl 5'- und/oder 3'- Exo- als auch Endonukleasen 
sowie Rnase H konnen Verwendung finden. Einzel- wie auch 
doppelstrangabhangige Enzyme bzw. Enzyme mit beiden 
Aktivitaten konnen eingesetzt werden. Fur die Nukleasen gilt 
zudem, dass sequenzspezif ische wie auch nicht seguenz- 
spezifische Enzyme eingesetzt werden konnen. Auch Ribozyme 
bzw. quasi-katalytische RNA's mit Nukleaseaktivitat sind 
geeignet, Ribozyme bzw. quasi-katalytische RNA^s agieren 
i.d.R- sequenzspezif isch, wobei die Spezifitat mittels der 
jeweiligen Hybridisierungssequenz entsprechend den 

BedUrfnissen eingestellt werden kann. 

Die vorliegende Erfindung reflektiert demgem^B die bei den 
me is ten Festphasen-gebundenen Nukleinsaureanalysen anzu- 
treffende Situation des Vorliegens einer an einer festen Phase 
iiniuobilisierten einzelstrangigen Nukleinsauresonde (s. Fig. 
lA) . Unter geeigneten Bedingungen bildet sich an dieser Sonde- 
im Falle des Vorhandenseins eines zu der Sondensequenz im 
wesentlichen komplementaren Nukleinsaureanalyten ein zumindest 
teilweise mindestens doppelstrangiger Hybridi sie rungs komplex 
aus (s . Fig. IB) . 

ErfindungsgemaJi erfolgt im Anschluss an die Ausbildung des 
Komplexes die Einleitung eines enzymatischen Schrittes (s. 
Fig. IC), wobei die Enzymleistung zu einer messbaren 
Veranderung der Masse dieses Komplexes fiihrt. 

Beispielsweise kann im Falle des Vorliegens eines aus einer 
kurzeren DNA-Sonde und eines im Vergleich dazu langeren 
Nukleinsaureanalyten bestehenden Hybridisierungskomplexes eine 
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Polymerase eingesetzt werden, welche unter geeigneten 
Bedingungen und in Anwesenheit der vier Nukleotidtriphosphate 
(A; T; G; C) in der Lage ist, den durch die langere Analyten- 
nukleinsaure bedingten einzelstrangigen Bereich - zumindest 
teilweise - aufzufullen- (s. Figuren IC und ID) . Bei einer 
unters tell ten durchschnittlichen Bindungsgeschwindigkeit , die 
in einer GroBenordnung von tausend Basen pro Minute liegt, 
erf olgt - diese kontinuierliche Polymerisation innerhalb von 
wenigen Minuten. Dieses Beispiel geht von einer 
unterschiedlichen Lange der beteiligten Kybridisierungspartner 
aus und ist auch auf den umgekehrten Fall anwendbar/ bei dem 
der Analyt im Vergleich zur Sonde eine kiirzere Kettenlange 
aufweist. In diesem Falle kann es vorteihaft sein, das 
Sond.esign so zu gestalten, dass die Sonde eine Lange von 
mindestens 100 Nukleotiden aufweist und der zu erwartende und 
mitt els Polymeraseaktivitat auf zu full ende einzelstrangige 
Bereich des Hybridisierungskomplexes moglichst dicht an die 
Sensoroberf lache heranreicht. Dieser Vorteil lasst sich auch 
erreichen, wenn die Sonde mit ihrem 3 '-Ende immobilisiert wird 
und die Auffullung des einzelstrangigen Bereichs in Richtung 
fester Phase erfolgt. Diese vorteilhaf ten Ausf uhrungsf ormen 
sind nicht nur auf Polymerasen sondern allgemein auf alle 
erfindungsgemalJ geeigneten Enzyme iibertragbar und kOnnen vom 
Fachmann in Abhangigkeit des gewtinschten Anwendungsbereiches 
leicht \ollzogen werden. 

Sofern in der zu analysierenden Probe kein zur Sondensequenz 
komplementarer Analyt vorhanden ist, so kommt es an dieser 
Stelle aufgrund unterschiedlicher Bindungsenergien zu keiner 
Ausbildung eines Hybridisierungskomplexes, weshalb die 
anschliefiende Enzymreaktion unterbleibt und keine enzym- 
bedingten Messdaten erfasst werden konnen. 
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Da eine Hybridisierung ohne das Anlegen eines elektrischen 
Feldes gewohnlich in der GrGlienordnung von mehreren Stunden 
ablauft, wird die Dauer der Detektion erf indungsgemali 
erheblich herabgesetzt , wodurch ein sehr viel . ktirzeres 
5 Zeitfenster entsteht, welches fur die Auslesung von Sensoren 
geeigneter ist. 

Durch die oben beispielhaft erwShnte Polymeraseaktivitat 
entstehen Pyrophosphatanionen, die bei der Polymerisation der 

10 Nukleotidtriphosphate im einzelstrangigen Bereich des 
Hybridisierungskomplexes freigesetzt werden und zu einer 
lokalen AnsSuerung und damit zu einer Absenkung des pH-Wertes 
fUhren. Durch lokale Anordnung eines pH-Sensors bzw. eines pH- 
Detektors (z.B. pH-ISFET) kann diese Veranderung des pH- 

15 Wertes, gewiinschtenf alls ortsspezif isch, detektiert werden (s. 
Fig. 2) . 

Erf indungsgemaU ist ferner vorgesehen, dass die bei einer 
Polymerisation bzw. Ligation f reigeset zten Pyrophosphationen 

20 auch indirekt, d.h. iibef eine sekundare Enzymkaskade 
detektiert werden konnen. An der ersten der sekundaren 
Reaktionen sind beispielsweise ATP-Sulf urylase und Adenosin- 
5 ' -phosphosulf at (APS) beteiligt- In diesem Fall wird das beim 
Einbau eines Nukleotids bei der Polymerisation bzw.. bei einer 

25 Ligation freigesetzte Pyrophosphat PVi und das APS durch die 
ATP-Sulfurylase zu ATP umgesetzt. Das hierbei erzeugte ATP 
kann dann weitere enzymatische Reaktionen katalysieren, die 
der eigentlichen Detektion zugefiihrt werden. Zum Beispiel kann 
das gebildete ATP die Umsetzung von Luciferin durch die 

30 Lucif erase katalysieren, wodurch eine Lichtemission entsteht , 
welche mit den erf indungsgema/ien optischen Sensoren abgetastet 
' werden kann. 
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Ein modif iziertes Beispiel ftir das erf indungsgemSlie Verfahren 
betrifft die Beladung der einzusetzenden Nukleotidtriphosphate 
mit inagnetischen Kugelchen (Baselt, a.a.O,, 1998) oder mit 
Metallpartikel (Clinical micro sensors, a.a.O,, 2000). Diese 
5 Beladung hat zur Folge, dass die Auslesung noch durch 
zusatzliche Eigenschaf ten des an das Nukleotidtriphosphat 
gebundenen Festkarpers verstarkt wird. Des weiteren konnen 
sich Farbstoffe am Nukleotidtriphosphat befinden, die dann 
uber eine integrierte Photodiode ausgelesen werden konnen. 

10 

Nach einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird daher der 
inindestens eine Sensor ausgewShlt aus der Gruppe bestehend aus 
Elektrodenstrukturen, Feldef f ekttransistoren, Magnetsensoren, 
optischen Sensoren und pH-Sensoren, um dem breiten 
15 Anwendungsspektrum der vorliegenden Erfindung zu entsprechen. 

Eine besonders bevorzugte Ausf uhrungsf orm betrifft die 
koxnbinatorische Verwendung unterschiedlicher Sensoren der 
zuvor genannten Art. Beispielsweise konnte die 

20 Signalintensitat bzw. -scharfe und damit die Verlasslichkeit 
eines gewlinschten Detektionsereignisses optimiert werden, wenn " 
eine fur das erf indungsgemafie Verfahren geeignete Vorrichtung 
nicht nur einen sondenspezif ischen Sensor, wie z.B. einen 
Feldef fekttransistor , sondern zusatzlich noch eine andere Art 
25 sondenspezif ischen Sensor, wie z.B. einen pH-ISFET, aufweist. 
Die aus dieser multiparametrischen Messung erhaltenen Daten 
ermoglichen gewunschtenfalls eine noch exaktere Auswertung der 
enzymbedingten Signale . 

30 Des weiteren kann der Sensor mit einem Heizelement 

ausgestattet sein. Ein derartiges Element konnte 
beispielsweise aus Leiterbahnen bestehen, die wahrend des 
CMOS-Prozesse aufgebracht und anschliefiend von den folgenden 
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Schichten abgedeckt worden sind. Hierdurch konnten 
Temparaturzyklen gefahren werden, was z.B. fur eine PCR- 
gestutzte Anwendung im Rahmen des erf indungsgema/ien Verfahrens 
gewanscht sein konnte. 

Da eine schubweise Zugabe von Analyten bei den Sensoren 
sogenannte Zugabepeaks hervorrufen kann ist es vorteilhaft, 
wenn das erf indungsgemaiie Verfahren kontinuierlich (im 
Durchfluss) betrieben wird. 

Nach eineiu weiteren Aspekt wird eine Vorrichtung zur 
Durchfuhrung des erf indungsgemafien Verfahrens bereitgestellt . 

piese Vorrichtung xmifasst mindestens eine feste Phase, 
15 mindestens eine darauf direkt Oder indirekt immobilisierte 
Nukieinsauresonde, sowie mindestens einen Sensor zur Erfassung 
der physikalischen Messdaten, wobei der Sensor integraler 
Bestandteil der festen Phase ist und ' vorzugsweise ausgewahlt 
ist aus der zuvor definierten Gruppe bestehend aus 
Elektrodenstrukturen, Feldef f ekttransistoren. Magnet sensoren, 
optischen Sensoren und pH-Sensoren, 



Nach einer bevorzugten Ausf lihrungsf orm der erf indungsgemafien 
Vorrichtung ist eine Vielzahl unterschiedlicher Nukleinsaure- 
sonden unter Ausbildung eines Mikroarrays rasterartig 
angeordnet, wobei jeder immobilisierten Nukleinsauresonde bzw. 
jedem spezifischen Detektionsbereich besonders bevorzugt 
mindestens ein Sensor zugeordnet ist. 



20 



25 



30 



Die aus der EP-A-0 881 490 bekannte Messeinrichtung zur 
Messung bestimmter physiologischer wie auch morphologischer 
Parameter mindestens einer zu untersuchenden lebenden Zelle 
kann fur den erf indungsgemaJien -.Einsatz nach entsprechender 
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Modifikation verwendet werden. Die beschriebene Einrichtung 
weist bereits eine Vielzahl von Sensoren auf, die integraler 
Bestandteil einer Tragereinrichtung sind, auf welcher das zu 
untersuchende Material immobilisiert ist. 

Die Tragereinheit der erf indungsgemafJen Vorrichtung besteht im 
wesentlichen aus einem Halbleitermat erial mit einer 
integrierten, vorzugsweise mehrere Detektoren umfassenden 
Detektorschicht, wobei als Detektoren mindestens einer der 
zuvor beschriebenen Sensoren, gegebenenf alls in Kombination 
(s.o.)/ eingearbeitet ist. Ferner kann die Tragereinheit 
Heizelemente aufweisen, um wahrend einer Anwendung 
unterschiedliche Temperaturen bereitstellen zu kGnnen (s.o.)- 
Bei einer besonders bevorzugten Ausf tihrungsf orm erfolgt die 
Signalverarbeitung zumindest teilweise innerhalb des bzw. der 
eingesetzten Sensorchips . 

Nach einem Aspekt der vorliegenden Erfindung konnen die 
abgetasteten Messdaten beispielsweise direkt auf dem Chip mit 
analogen Schaltungen ausgewertet werden, indem man z,B. jede 
Millisekunde einen Wert aufnimmt, der dann z.B. auch mit einem 
Referenzwert einer zuvor durchgef uhrten Messung, welcher 
ebenfalls auf dem Chip gespeichert wurde, verglichen wird. 
Daruber hinaus wird auf diese Weise ermoglicht, dass man 
unspezif ische Storsignale wie z.B. eingestreute externe 
Signale herausrechnen kann, 

Sofern die Sensoroberf iSche das Design einer Microarray^ 
Anordnung aufweist, bei der eine Vielzahl von Detektions- 
feldern auszuwerten sind, kann die Detektion der Messfeld- 
bzw. -punktsignalwerte sequentiell erfolgen, indem z.B. ganze 
Zeilen Oder Spalten der Sensoroberf lache bzw. Telle derselben 
nacheinander detektiert werden (Multiplexanwendung) . 
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Beispielsweise k5nnen die elektronischen Ausgangssignale der 
Detektoren mittels geeigneter Schaltungseinrichtungen nach 
einer Analog-Digitalumsetzung einer externen Auswerteein- 
richtung zugefuhrt warden (s.o,). 

5 

Um mit dieser Schicht aus Sensoren das erf indungsgeiualbe 
Verfahren durchfiihren zu konnen, kann sie nach einer weiteren 
bevorzugten Ausf iihrungsf orm mit einer kopplungs f ahigen 
Substanz beschichtet werden. Typischerweise werden hierzu die 
10 Sensor-Chip-Oberf lachen, wie z.B. solche aus Siliziumdioxid, 
in eine Losung von bif unktionellen Molekulen (sog. "Linker"), 
die beispielsweise eine Halogensilan- (z,B. Chlorsilan-) oder 
Alkoxysilangruppe zur Kopplung an die Tr^geroberf lache 
aufweisen, getaucht, sodass sich eine sich selbst 
15 organisierende Monoschicht (SAM) bildet, durch welche die 
kovalente Bindung zwischen Sensoroberf lache und Rezeptor 
erzeugt wird. Beispielsweise . kann mit Glycidyltriethoxysilan 
beschichtet werden, was z.B durch Eintauchen in eine Losung 
von 1% Silan in Toluol, iangsames Herausziehen und 
20 Immobilisieren durch „Backen" bei 120 C erfolgen kann. Eine 
auf diese Weise geschaffene Beschichtung weist im allgemeinen 
eine Dicke von wenigen Angstrom aus. Die Kopplung zwischen 
Linker und Rezeptormolekiile (n) erfolgt tiber eine geeignete 
weitere funktionelle Gruppe, beispielsweise eine Amino- oder 
25 Epoxygruppe. Geeignete bif unktionelle Linker ftir die Kopplung 
einer Vielzahl von unterschiedlichen Rezeptor-Molekulen, 
insbesondere auch biologischen Ursprungs, an eine Vielzahl von 
Trageroberflachen sind dem Fachmann gut bekannt, vgl. 
beispielsweise "Biocon jugate Techniques" von G. T. Hermanson, 
30 Academic Press 1996, Hinsichtlich der Ausbildung dunner 
Polymerschichten als Kopplungsmatrix zur Schaffung einer 
funktionalisierten Oberflache wird auf die WO 00/43539 
verwiesen. 
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Die als Sondenmolekiile erf indungsgemafi vorgesehenen 
Nukleinsauren konnen anschlielJend mittels gangiger Druckger^te 
aufgebracht und immobilisiert warden. 

Auf derart hergestellten Oberflachen konnen nun unter 
Anwendung etablierter Verfahren Hybridisierungen mit z.B. DNA 
durchgefuhrt werden. Diese kann z.B. mittels PGR erzeugt 
werden. Beim Hybridsieren bindet nun der DNA-Analyt an den auf 
dem Sensor vorhandenen Gegenstrang der Sonde (sofern 
vorhanden) . Positive Hybridisierungsereignisse konnen nun 
unter Anwendung des erf indungsgemaJien Verfahrens nachgewiesen 
werden. 

Die Messung eines ortsspezif ischen Massezuwachses kann z.B. 
durch physikalische Methoden erfolgen. Beispielsweise kann die 
ortsspezif ische Anderung des Brechungsindexes, die orts- 
spezifische Anderung des elektrischen Widerstandes bzw. der 
elektrischen Leitf ahigkeit , die ortsspezifische . Anderung der 
optischen Dichte oder auch ortsspezifische dichroische 
Effekte, etc. gemessen werden. 

Grundsatzlich ist das allgemeine erf indungsgemaJie Verfahren 
fiix ein breites Spektrum an Anwendungsgebieten geeignet, wobei 
zwischen reinem diagnostischen Nachweis bestimmter Analyten in 
einer zu analysierenden Probe einerse.T ts und komplexer 
abgeleiteten Modif ikationen des Verfahrens zur Ermittlung von 
Sequenzdaten Oder Inf ormationen Uber f unktionelle . 
Zusairanenhange im Rahman entsprachender Genomik-Fragestellungan 
unterschieden werden kann. Diese Unterscheidung dient jedoch 
nur der Veranschaulichung und soli die grundsatzlich offene 
Anwendbarkeit des erf indungsgemalien Verfahrens in keiner Weise 
beschranken. 
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Beispielsweise istdas erf indungsgemalie Verfahren insbesonders 
geeignet zur Bestiirmung von DNA-Sequenzen, die mittels 
paralleler Amplif ikation durch verschachtelte (nested) PCR, 
vorzugsweise in einem kombinierten Flussigphasen/Festphasen- 
5 DNA-Microarraysystem erzeugt wurden, da auf diese Weise sowohl 
auf die Verwendung modif izierter Nukleotide wie z.B. Biotin, 
Digoxiginin, als auch auf herkammlich eingesetzte 
Fluoreszenzf arstof f e und andere Markersubstanzen verzichtet 
warden kann. Die verschachtelte PGR im kombinierten Flussig- 
10 phasen/Festphasen-DNA-Microarraysystem (s. Fig. 4) besitzt die 
gleiche Empf indlichkeit .wie eine konventionelle, d.h. in 
flussiger Phase durchgef iihrte, PGR, gewahrleistet aber 
gleichzeitig eine habere Spezifitat als herkomitaiche Hybri- 
disierungsassays und Primer-Extensionassays . Dieser Vorteil 
15 resultiert daraus, dass die dem System Primer/Proben- 
DNA/ Polymerase eigene Spezifitat in bezug auf die 
Amplif ikation zusatzlich noch durch die spezifische Wechsel- 
wirkung zwischen dem an den festen Trager immobilisierten 
inneren PCR-Primer (der somit auch die Funktion einer Sonde 
20 ausubt) und dem Amplikon deutlich erhoht wird. Insgesamt 
resultiert so eine Spezifitat, die z.B. derjenigen eines 5'- 
Exonuklease-Assays (z.B. unter Verwendung von TaqMan^"- 
Polymerase) iiberlegen ist. 

25 Die Signale des Sensors werden durch eine Aufnahmeeinheit 
aufgenommen. Eine Aufnahmeeinheit besitzt einen sehr schnellen 
Konverter zur Umwandlung analoger Detektorsignale in digitale 
Werte, die gespeichert werden. Eine Auswertung der digitalen 
Werte wird vorzugsweise in Echtzeit vorgenommen, kann jedoch 

30 auch zeitlich verzogert erfolgen. Zur Auswertung der digitalen 
Werte kann ein gewOhnlicher Mikroprozessor verwendet werden. 
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Die Erfindung und vorteilhaf te Ausgestaltungen werden nun 
anhand der Figuren der Zeichnung naher erlautert : 

Fig. 1 zeigt den schematischen Ablauf einer Ausf uhrungsf orm 
des erf indungsgemaiien Verfahrens. (A) Die Nukleinsauresonde 
(2) wird kovalent an die Oberflache gebunden. (B) Nach Zugabe 
des Nukleinsaureanalyten (1) kommt es, gewOhnlich in einem 
Zeitraum von mehreren Stunden, zur Ausbildung eines 
Hybridisierungskomplexes . (C) Durch den Einsatz eines 
geeigneten Enzyms, wie z.B. einer Polymerase, wird der 
einzelstrangige Bereich des Koitiplexes in Anwesenheit der vier 
Nukleotide A, T, G und C (im Falle von DNA) innerhalb eines 
sehr viel kurzeren Zeitraums von nur wenigen Minuten 
aufgefullt (D), wodurch sehr viel schneller ein Signal 
generiert wird, welches von einem Sensor (4) als integriertem 
Bestandteil der festen Phase ausgelesen wird. 

Di^ Figur 2 zeigt das Prinzip einer bevorzugten 
Ausf uhrungsf orm unter Anwendung einer Polymerasereaktion, 
durch weiche Pyrophosphatanionen (5) freigesetzt werden, die 
zu einer lokalen Veranderung des pH-Wertes flihren. Diese 
Veranderung kann vom integrierten Sensor (4) erfasst werden. 

Die Figur 3 zeigt einen im Rahmen eines CMOS-Prozesses 
hergestellten Feldef fekttransistor . Der Feldef f ekttransi stor 
besteht z.B. aus einer p-n-p Schicht (6) in einer n-Wanne* mit 
einem diinnen Isolator (10) (z.B. 10 nm thermisches Oxid) , der 
sich an der Oberflache befindet und auf den direkt Oder 
indirekt die Nukleinsauresonde aufgebracht wird, die dann die 
Hybrisisierung eingeht. In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm 
ist der Kratzschutz (7) im Bereich des Feldef fekttransistors 
entweder scharfkantig oder stufenweise heruntergeatzt , sodass 
der Vorgang der Hybrisisierung und des Massenzuwachses (8) in 
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20 



25 



30 



einem vertieften Bereich stattfindet. Die Oberflachen der 
Vorrichtung konnen durch Aufbringung von z.B. Edelmetall Oder 
hydro-phoben/hydrophilen Materialien (9) die Hybrdisierung der 
NukleinsauremolekUle aktiv oder passiv beeinf lussen . In einer 
Messlosung (11), wie z.B. 1 M NaHCOa, erfolgt die Messung der 
Veranderung der dielektrischen Eigenschaf ten auf dem Gate, die 
durch das Auffiillen des einzelstrangigen Bereichs des 
Hybridisierungskomplexes stattfinden. Die hierdurch bewirkte 
Verschiebung des Flachbandpotentials kann mit dem 
Feldef f ektransistor unter Verwendung einer sich in der Losung 
befindlichen Ref erenzelektrode (12) ausgelesen werden. Als 
Signal konnen z.B. der Strom zwischen Drain und Source Oder 
die Spannung zwischen Ref erenzelektrode und Source aufgenommen 
werden (s. z.B. B. Palan et al.'. Fundamental Noise Limits of 
ISFET-Based Microsystems/ Poster-Beitrag 4P26, - EUROSENSORS 
XIII (ISBN 90-76699-02-X) , S. 169 ff., 1999). 



e. Figur 4 zeigt die im Verlauf einer parallelen 
Ampiifikation auf der Basis einer sogenannten ,,Nested On Chip'' 
PGR (NOG, s.o.) mit einem FET abgetastete Spannungs- 
veranderung. In A ist die Spannungsanderung an einer 
Sondenposition iiber den Verlauf einer ganzen NOG dargestellt. 
Die X~Achse gibt die Anzahl der Zyklen an, w^hrend auf der Y- 
Achse die gemessenen Spannung angegeben ist* Unterhalb der X- 
Achse sind die an die Sondenposition gekoppelten 
Primermolekiile (=Sondenmolekule ) symbolisiert : In den ersten 
Zyklen sind nur wenige Primer elongiert, gefolgt von einer 
s-tarken exponentiellen Zunahme in den mittleren Zyklen und 
einer zunehmenden SMttigung (weitgehend alle Primer elongiert) 
in den spaten Zyklen. Die Kurve zeigt, wie mit Zunahme der 
Masse an der Sondenposition die gemessene Spannung ansteigt. 
In B ist der Spannungsverlauf eines einzigen Zyklus (mittlerer 
Zyklenzahl) dargestellt. Zusatzlich zum Primer sind hier auch 
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das Template und von links nach rechts die Elongation eines 
Primers dargestellt. Aus der Darstellung ist ersichtlich, dass 
die Spannung in Abhangigkeit von der Primerverlangerung 
ansteigt . 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Beispiele nSher 
erlautert. 

Herstellunq eines erf indungsgemafien Sensorchips 
Der CMOS-Sensor wird auf 5 oder 6'' Wafern mit einem 1,2 pm 
CMOS-Prozess gefertigt. Jeder Feldef f ektransistor befindet 
sich in einer n-Wanne auf p-Substrat. Nach der Feldoxidation 
folgt die Implantation der Drain- und Source Regionen. Das 
thermische Gateoxid mit einer Dicke von . ca. 10 nm wird 
aufgebracht Das Gate wird durch Polysilizium wahrend der 
folgenden Prozessschritte geschUtzt. Dann wird ein Silizium- 
Dioxid-Layer- mit Hilfe eines CVD-Prozesses aufgebracht und 
strukturiert . Aluminium wird auf gesputtert und ebenfalls 
strukturiert • Eine Passivierung wird durch einen Si3N4-PECVD- 
Nitrid und einen CVD-SiOa-Layer erreicht. Bei den nachsten 
Atzschritten wird der Gateisolator freigelegt. 

Beschichtung des CMOS-Sensors 
Der wie oben hergestellte CMOS-Sensor wird durch Tauchen in 
eine Lc^sung von 1% GOPS (Glycidoxypropyltriethoxysilan) und 
0,1% Triethylamin in Toluol fur eine Zeitdauer von ca. 2 
Stunden mit dem Silan beschichtet. AnschlieBend wird der Chip 
aus der Losung entnommen und nach kurzem Abtropfen bei 120° C 
fur eine Zeitdauer von etwa 2 Stunden im Trockenschrank 
f ixiert . 

Gewunschtenf alls kann der so beschichtete Chip bis zur 
Biokonjugation unter Feuchtigkeitsausschluli gelagert warden. 
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Biokonjugation mit Oligonukleotidsonden 
Unter Anwendung herkGmmlicher Techniken wird der wie oben 
beschichtete Chip mit 5'- aitiinomodif izierten Oligonukleotid- 
sonden kontaktlos bedruckt.- Die Oligonukleotidsonden werden 
5 hierfiir in einer Konzentration von 5 in PBS-Puffer gelOst 
bereitgestellt . Nach dem Bedrucken wird die Kopplungsreaktion 
bei 50 °C in einer feuchten Kainmer fortgesetzt. Anschliefiend 
werden die Chips mit destilliertem Wasser gesptilt und sodann 
zum Trocknen mit Methanol gewaschen. Etwaige verbleibende 
10 Ldsungsmittelreste werden abschlieJiend durch Verdunsten unter 
dem Abzug entfernt. 

Probengewinnung 

Aus humanen DNA-Isolaten werden mittels PCR Fragmente des 
15 Haemochromatosegens amplifiziert . Bei der Amplif ikation werden 
geeignete Primersequenzen verwendet, wie siez.B. im US-Patent 
5,712,098 beschrieben sind. 

Im Reaktionsmix befinden sich folgende Standardreagenzien 
20 (Primer: 0,5 yM, dATP, dCTP, dGTP: 0, ImM, dTTP 0,08 mM, PCR- 
Puffer, MgCl2: 4mM, HotStarTaq (Perkin Elmer) 2 Einheiten (50 
111) . Bei der PCR-Reaktion (35 Zyklen, 5 min 95''C, 30 sek 95°C, 
30 sek 60°C, 30 sek 72''C, 7 min 72^0) werden die vorhandenen 
Nukleotide in die neu zu synthetisierende DNA eingebaut. 
25 Anschlieiiend wird durch Zugabe von T7 Gen6-Exonuklease (100 
Einheiten/ 50 pi PCR-Ansatz) und Erhitzten des Ansatzes ( 30 
min 37°, 10 min 85°) Einzelstrang-DNA generiert. 

Hybridisierung 

30 Der obige Reaktionsansatz wird in einem Puffer 5 x SSPE, 0,1% 
SDS (12 unter einem Deckglaschen fiir eine Zeitdauer von 2 

Stunden bei 50° C in der feuchten Kammer auf dem Chip 
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hybridisiert . AnschlieBend wird mit 2 x SSPE 0,1% SDS gespult 
und der Chip durch Waschen in Wasser gereinigt. 



19 



wo 03/054225 



PCT/EP02/13860 



Paten tanspriache 

1, Verfahren zur Bestimmung eines NukleinsSureanalyten durch 
Hybridisierung des Analyten an eine geeignete, auf einer 
festen Phase immobilisierte Nukleinsauresonde, bei dem man 

(a) den NukleinsSureanalyten zur Ausbildung eines Hybrid!- 
sierungskomplexes unter geeigneten Hybridisierungs- 
bedingungen mit der Nukleinsauresonde inkubiert, und 

(b) den Analyten bestimmt auf der Basis chemisch/physi- 
kalischer Messdaten, die spezifisch mit einer 
enzymbedingten Massenzu- Oder abnahme des Hybridi- 
sierungskomplexes im Zusammenhang stehen, 

wobei die Messung der Daten durch mindestens einen Sensor 
erfolgt, welcher integraler Bestandteil der festen Phase 
ist . 

2. Verfahren nach . Anspruch 1, bei dem die Schritte (a) und 
(b) kontinuierlich (im Durchfluss) erfolgen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem das die 
Massenzu- oder abnahme des Hybridisierungskomplexes 
bewirkende Enzym aus der Gruppe bestehend aus . Polymerasen, 
Ligasen, Ribozymen, quasi-katalytischen Nukleinsauren, 
DNasen/RNAsen, und RNase H, ausgewahlt wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, bei dem als 
Enzym eine Polymerase ausgewahlt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, bei dem die Polymerase eine 5 
und/oder 3 '-Exonukleaseaktivitat aufweist. 
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6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem 
der mindestens eine Sensor ausgewahlt wird aus der Gruppe 
bestehend aus Elektrodenstrukturen, Feldef f ekttransis- 
toren, Magnetsensoren, optischen Sensoren, pH-Sensoreri/ 
und Kombinationen derselben, 

7 . Vorrichtung zur Durchf uhrung des Verf ahrens nach einem der 
Anspruche 1 bis 6, umf assend "mindes'tenis" eiiie feste Phase, 
mindestens eine darauf direkt Oder indirekt immobilisierte 
Nukleinsauresonde, sowie mindestens einen Sensor zur 
Erfassung der chemisch/physikalischen Messdaten, wobei der 
Sensor integraler Bestandteil der festen Phase ist. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 1, bei der der mindestens eine 
Sensor ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus 
Elektrodenstrukturen, Feldef fekttransistoren, Magnetsen- 
soren, optischen Sensoren, pH-Sensoren, und Kombinationen 
derselben. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 7 oder 8, bei der eine Vielzahl 
unterschiedlicher Nukleinsauresonden unter Ausbildung 
eines Mikroarrays rasterartig angeordnet ist. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 7 bis 9, bei der 
jeder immobilisierten Nukleinsauresonde mindestens ein 
Sensor zugeordnet ist. 

11. Vorrichtung nach einem der AnsprUche 7 bis 10, welche 
zusatzlich mindestens ein Heizelement umfasst, das dem 
mindestens einen Sensor zugeordnet ist. 
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Figur 2 
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Figur . 3 
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